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® Eine Methode zur Synthese von Gemlschen einfach aktivierter und nlcht aktlvierter Polyoxyalkylene zur 
Modifizierung von Protelnen 

@ Die Erfindung betrifft efna Methode zur Heretellung von 
hochrefnea epezffisch efoseitig aktivierteiVFunktfonalh 
sierten Polyoxyalkylenen, die vonwfegend zur Kopplung 
an Protefne und anderen bfologiach atctive Molekula efn- 
gesetzt werden. Die Methode fat geeignet Gemische von 
einfach aktfvferten Polyoxyalkylene mit nlcht reakti'ven 
Polyoxyalkylenen zur VerfQgung zu stellen, dfe eine Ver- 
netzung der Proteine durch mehrfach aktfvierte Polyoxy^ 
alkylenmoiekOle ausschlfeSt und damit vielfaltige Konrv 
plikationen be! der Modifizierung biologiach aktiver Mole- 
kOle und Proteine venneldat 
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Beschretbung 
Hintergrund der Erfindung 

S [0001] Biologisch aklive MolekOle, vor allem Proteine und Enzyme steuern und regulieren vielMlJgB Lebeos- und 
StofTwecfaselvoigSnge in lebenden Qrganismen. Inir viele medizinische Indikadonen und Anweodungen wuidm daher 
cheausch oder biocbemisch heigestelllB Flroteme entwickelt, die ein auiSogewOfanlicbeB Virkungsspektnim entfalten. 
Als nachteilig bd diesen auf vdnen I^ldnra bflsieteDden Therapien haben sich mdgliche anIigeDe ^/iikungen der ver- 
abrrachtBD Prnteuie erwiesen. Dariiber hinaus kfinnea diese auf Pcoteinen banezendeo Medikamente im allgemdnen 

10 nktxt oal sondem nur per Injektion verabreicbt wexdeo. Auch werden sie lelativ schnell tkber die Niere ausgeschieden, 
das beifit sie haben im Organismus nur due sefar begienzte HalbwertszeiL Eine \5elzahl von Arbeiten haben sich niit der 
KoppluDg veischiedenstra: ^thetischer wassedSsIicher Polymere an solche biologisch aktiven MolekiUe beschaftigt, 
mil dem Ziel mfigliche antigene Wikungen zu verfaindema, sowie (fie Halbwertszeit im Q^aoismus zu erhShen. (Del- 
gado C. Francis, G. E. Hsher, D. Grit Rev. Then Drug Canier Syst 1992, 9, 2549-304). Als besonders geeignet haben 

15 sich dabei Polyoxy alkylene msbesondere Pdlyoxyethyloie gen^ dor Strukturformel 1 erwiesen. (Reza Mefavai; L Phar- 
maceutSci,3(l) 125,2000). 

Stnikturfoimel 1 



20 ROCHzCHzCOCHzCHzXiOH (=R(>.POE-OH) 
mit R = H: alpha-omega-DihydioxypolyoxyethylBn 

mit R = Aiyl oder Alkyl al{*d-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxycthylcn bzw. aliAa-hydroxy-omcgarAryloxypolyoxy- 
ethylcn 
25 undn = 5bis2000 

[0002] Polyoxyethylene vereinen for diese Anwendung eine ^^elzahl von Voiteilen. Sie sind hervorragend wasserlos- 
lich. Sic zcigen praktisch keine antigene Wiricung. Sie weidcn enzymatisch nicht abgcbaut, sind jedoch bakieriell abbau- 
bar. Sie weisen in wassriger Losung bcdingt durdi ihie Xoordinationsphare mit Wassermolekulen ein extrem groSes by- 
drodynatniscbes VoluniCTi atrf . Oblicherweise werden zur Modifiaeiung von Ptotdnen die Polyoxyethylene chenusch an 

30 fireie Amino-, Hydroxy, Thiol- oder Carboxygruppen des Proteimnolddils gekoppd.t Die meisten Arbeiten beschaftigen 
sich mit der Kopplung der Polyoxyethylene an die freien primaren Aminogruppen der Proteine, vor allem der Amino- 
sauic Lysin (Veronese, F. M., Caliceti, P, Schiavon, O., Sartore, L. in Poly(ethylcne glycol) Chemistry, Biotechnical and 
Biomedical aj^lications; Plenum Press; New York 1992, Seite 127-136). Ziel ist eine einzelne oder eine definiexte An- 
zahl Polyoxyetfiylenketten an ein ProteinmolekQl zu binden, ohne die biologische Akdvital wesentlidi zu verandem, je^ 

35 doch die Halbwertszeit des Proteins im K<xper zu exfa<S]en und die antigene M'irkung zu vomindem. \^elfaltige Unter- 
suchungen haben gezeigt, dass die gewQnschten \^uicungen wie z. B. ErfaShung der Halbwertszeit des Proteins im K5r- 
per mit zunehm^id^ Molmasse der Polyoxyalkylene veibessert werden konnten. Ftir die Kopplung an die Proteine wer- 
den Polyoxyalkylene an den freien Hydioxygriippen aktiviert, das heiBt die freien Hydoxygruppm chemisch so umge- 
setzl, dass reaktive Gruppen entsteben, die in einfacher Wcise mit den freien Amino-, Hydroxy-, Thiol oder Carboxyl- 

40 gruppen des biologisch aktiven MolekOls rcagieren. Es wuide eine Vielzahl von Kopplungsreaktionen entwickelt um Po- 
lyoxyethylene/Polyoxy alkylene an biologisch aktive Molekiile chemisch zu binden. (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Poly(ethylene glycol) Cbemistiy, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstlcr, O. B., Gabriel, N. E., Fanar C. E., Deprince, R. B. US 5,985,265). Beispiele iUr Reaklioncn die zur 
Aktivierung von Pdlyoxyethylenen fuhrrai sind, dnscfaliefilicb der lesultieicDden aktivierten Ptolyoxyethyleoderivate in 

4S dem folgenden Reakticms^ichungen 1-4 wiedexgegebea 

Reakdonsgleicfaung 1 

RO-POE-OH RO-POE^°^CH5^0-n: 



60 



65 




Reaktionsgleicfaung 2 

RO-POE-OH \t 

RO-POE-O'^N 01 



2 
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Reaktionsgleichimg 3 

RO-POE-OH RO-POE-O'^N'^^. 



ReaJcdonsgleichuDg 4 lo 

p 

ROPOE-OH !I ^ Ro.poE-0— (CH^),^ — ^ 

H 15 

[0003] Im Pall von alpha-omega-DiliydroKypolyQxyethylaira eDtstehen bei der Aktiviening alpba-omega-diaktiviBite 
Polyoxyetbylene. 

[0004] Im Fall von al0ia-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyelhylenen bzw. alpha-hydroxy-omcga-Aryloxypolyoxycthy- 
lenen eaisleben bd der Aklivierung einfach alpha-akdviei1&K>inega-Alkoxypolyoxyethylene bzw. einfach alpha-akti- 20 
vierte-omega-AryloxypolyoxyethylenB. Fur die Xopplung an Proteine und biolpgisch aktive Molekiile werden im allge- 
mdnen alpha-hydraxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylene zu monoaktivierten Polyoxyethylenen umgesetzt, da di-akd- 
viertcPdlyoxyethylene mchrcie Ptoteinc veractzcn kOnnen. Die Vemetzung von Proteinen durch zweifach aktivierte Po- 
lyoxyalkylenc hat die auf der nachstcn Seite bcschriebenen» nachtdligcn Effekte wie z. B. eibohte antigenc Aktivitat der 
Proteine oder zusatzliche, aufweodige Reimgimg der modifizierten Proteine zur Folge. 25 
[0005] Die Synthese der Polyoxyalkylenen selbst eifolgt durch anionische, alkalische Polymerisation von Alkylenoxi- 
den, ausgehend \<xi einem InidatamolekU]^ das noch mindestens ein akdves, acides Wasserstoffatom enthalt. D^ Initia- 
tormolekiil wild mit einer Base, im allgemeineo Alkali-, Erdalkalimetallen, Alkalimetallalkoholaten, Alkalimetallhydri- 
den oder Alkalimetallalkykn in ein Initiaknanion (Alkoholat-, Amid- oder im einfachsten Fall ran Hydroxidanion) um- 
gesetzt, das die Polymerisalic» des Alkylwioxid einleitet (Reaktionsgldchupg 5a, 5b) (Lit: Ulknami's fiicyclopecfia of 30 
Industrial Chemistry 5. Bd VoL A21, S. 583). Durch Verweodung von Glycidol als Comononwr kSimen nach dem glci- 
chen ReaktioQsscbema verzweigte Fblyoxyalkylene G^cakdoasgleicbung 6a, 6b) he^tdlt werden. 

ReaktionsgleidiuDg 5 

35 

Synthcse von lineavcn Polyoxyalkylenen 

a)R^XH + B- ► R2X-+BH 

1. Polymeiiaation 40 

HR' 

\ / 



b) R^X- + nCH?-CHR' — ► R'XCH2CHR'(OCH2CHR^)mOH 



45 

Reakdonsgleidsung 6 
Synthese von vezzweigten Polyoxyallcylenea 

a)R2XH + B- ► R==X -i-BH " 

1. Polymerisation 



b) R^X + nCH2-CHR^ + CH2-CHCH2OH 

\/ \/ 2.»» » 

O O 

R'X(CH2CHR^O)pCH2CH (0CH2CHR')^0H 
CH2(OCH2CHR^)„OH 

mk = Alkyl, Aiyl, H Oder (ilWffl, X = O Oder NR^ und n = 5 bis 2000 R» = Alkyl o(ter H und R' = AU^ 
H, B = Base und m, p, n ganze Zahlm, fOrde gilt dass m -i-p klraner als n ist 
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CHa-CHR' 
\ / 

wird im weiteien als All^lenoxid bezeicfanet 

CH2-CHCH2OH 
\ / 

10 Q 

wird im weiteien als Glycidol bezelchnet 

R^XH wird im weitBren als Initiatannolekul fUr die anionische PolytnerisatioD des Alkylenoxids bezeicfanet. 
R^" wird im weiteren als Initiatcxanion bezeichnet 

15 [0006] Im Falle von = Alkyl oder Aryl und X = O cntstdicn alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxycthylen bzw. al- 
pha-hydioxy-om^a-Aryloxypolyoxyalkylcnc. Ira Fallc von = H oder R^ = Alkenyl-OH entstebcn alpha-omcga-Di- 
hydroxypolyoxyalkylen© Bedingt duich die gangige Synlhese der alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylene gemaB 
ReaktioDsgleichuDg 5a, b enthalten diese wegeo der Reaktion des AlkyleiKixids mit Spuieo von im Alkylenoxid oder In- 
idatc^molekQl entfaaltenra Wassers und bedingt durch KettenQbertragungsFeaktionen immer einen mehr odex weniger 

20 groBcn Anteil an aljAa-omega-dihydioxy-Polyoxyethylenen (Leonard, M., DeUachcric, E. Makromol. Chcm. 189, 
1809-1817 (1988)). Dieser Anteil an alpha-<7mega-<fihydioxy-Polyoxyethylenen nimmt mit zunehmenderMobnasseder 
alpba-hydroxy-omega-AlkoxypoIyoxyethyleDe ebenfalls zu. Die alpba-omega-dihydroxy-Polyoxyetbylene reagieren 
bci der Aktivienmgsreakdon wie cben bcschiieben zu alpha-omcga-di-aktivierten Polyoxyethylcnai, die bd der Kopp- 
lungsrcaktion mdircrc Protcine vcmetzen. Diese vemetzten Proteinspezies zeigen im allgemdnen deutlicb vcmngerte 

25 biologisdie Aktivitat und verursacben bei der Applikation antigene Reaktionen Lm Otganismus (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Poly(ediylMie glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370, Kinsfler, O. B., Gabriel, N. E., Fairar C. K, Dcpiince, R. B. US 5,985,265). Aus diesem Gnmdc crfoidert die 
Gegenwart dcx alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylen- bzw. der alphaK^megaHdiaktivierten FolyoxycthyleD-\^nrei- 
nigungen aufwendige und teueie Nacbreinigungen der Polyoxyethylen-modifizierten ftotrane. Zudem geht ein nichtun- 

30 wesentlicher Tfeil des teuren Ausgangsproteins durch die Vbmetzungsieaktion verioren, 

[0007] Im Gegensatz dazu stoicn alpha-omcga-dialkoxy-Polyoxyalkylene die Protcinmodifizierung und Proteinkopp- 
lung nicht, da sie in Folge der voUstSndigeo Veictherung der Endgruppen nicht wcitcr aklivieit wcidcn kennen und nicht 
an Proteine koppeln k^kineo. 

[0008] Die vodi^ender Erfindung zugninde liegende Aufgabe bestand somit darin Gemiscbe aus qpezifisch alpha-by- 
35 droxy-^mega-alkoxy-Fdlyoxyalkylene mit alpha-omega-dialkoxy-Fblyoxyalkylenen, die kdne oder nur minimale 
unreioigungen an alpha-omega-dihydioxy-Polyoxyalkylenen enthalten sowie dne Metbode zu deiea Herstelhmg zu ent- 
wickeln, IKese Gemiscbe mUssen leicht in spezifisch einfedi aktivierte PoIyaxyalkyleDB und alpha-omega-dialkoxy-Po- 
tyoxyalkylene ilbernihibar sein und diiifen keine oder nur minimale Ant^le mefar&ch aktivierte ^^tiuiireiiugurigen ent- 
halten. Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung kann auch dutch direkte Herstellung von Gemischen, die aus spezifisch 
40 einseitig akdvierten Pdlyoxyalkyleospezies (alpha-aktivierte-omega-alkoxy-F6lyoxyaUcylene odior alpha-aktivierte- 
omsga-faydroxy-PolyoxyallcyleDe) mit nicfat aktivierten alpha-omBga-<fialkoxy- oder nicht akdvierten alpha-omega-di- 
hydroxy-PolyaxyalkyleDen bestehen, die keine oder nur minimalB Anteale alpba-otnega-mehrfacb akdvierte Polyoxyal- 
kylen-VerunreiDigungen eothalten, eireicht werden. 

[0009] Obenraschenderwdse konnte diese Aufgabe wie im weiteien beschrieben durch dnen aus vier Sdiritten zusam- 
45 moigesetzten I^ozess geldst w^den, ausgehend von einem ImtiatormolekCil fUr die aruonische, alkalische Polymerisa- 
tion yoD Alkylenoxiden, das folgende >fi»raussetzungen eifUllt* 

Das InitiatQimol^Cll muss mindcstens ein addes Wasserstoffatom an einer Sauerstoffoder Stickstoffgruppe aufweisen 
und gldchzeidg eine aktivierte oder aktivierbaie Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe (im weiteien gekennzeichnet 
durch R*^ die unter alkaliscben Bedingungen stabil geschiitzt ist, enthalten. Das acide Wasserstoffatom (H), wird im 1. 

50 Reaktionsschritt mit einer Base wie zum Beispiel Alkali- oder Erdallcalimetallen, Alkalimetallalkoholaien, Alkalimetall- 
hydriden oder AllcalimetaUaUcylen zum eDtspiechendeInitiatorani<»i umgesetzt, das die anionischen Polymerisad<»i von 
Alkylenoxid cinleitet Die Schutzgruppe R* schutzt die aktivierte oder akdvierbare Gwppc A untcr den Bedingungen der 
Alkylenoxif^lymerisatioa Die Schutzgruppe R* des Initatc»molekiils muss nadi der Polymerisation leicht entfembar 
sein. Die geschfitzte aktivierte oder aktivi^are Gruppe stellt eine Gruppe dar; die nach der Abspaltung dsc Schutz- 

55 gruppe direkt mit einem Protein rcgiercn kann oder durch chemische Umsctzung wie z. B. Vcrcsteiung, Amidicrung 
leicht in eine aktivierte Gruppe umgewandelt werden kann. 

[0010] In einem bevorzugten Fall der Erfindung ist die aktivierbaie Gruppe eine Hydroxygruppe. Das Imtiatormolekiil 
wird durch die allgemeine Formel R^-{A)-(R^°)j(XH)p (mit e = 1 bis 12, R^ die oben beschriebene Schutzgruppe, A die 
gcschOtzte aktivicrbare oder aktivierte Gruppe, XH die OH oder NHRs-Grui^, cine bcliebige iincaic oder ver- 

60 zwdgte KohlenwassCTStoflkette mit 1 bis 12 C-Atomen an dcnen XH-Rcste gebunden sind, j = 0 oder 1) vwedeigcgeben. 
Im Falle von Verbindungen mit zwei und mehreren XH-Endgruppen (e grbfier oder gleich 2) entst^n veizweigte Poly- 
oxyalkylene. ^n&n SonderfaU der Erfindung ist gegeben weim die Sauerstoff- oder Stickstoffgruppe, die das acide H 
Atom aufwcist glcichzcitig die geschOtztc aktivierbare Gruppe darstcUt. In diesem Fall, wie beispielswdsc bci t-Bulanol, 
Bcnzylalkohol, Di- oder TViphenylmethanol ist j = 0 und (A-X) = Sauerstoff. 

65 [0011] Untcr cina: akti vicrtra Gruppe werden im wd tcren reakti ve Endgruppen von Polyoxy alkylenen vcrstanden, die 
aus der aktivierbaren Gruppe heigestellt werden k5nnen und die befahigt sind das Pdyoxyalkylen chemisch an eine re- 
aktive Amino-, Thiol-, Hydroxy- oder Carfooxylatgruppe eines IVoteins oderBiomoleikms zu koppehx Insbesondero wer- 
den folgende Gnippen unter einer akdviaien Gruppe verstanden: Eine Aldehyd-, Keto- oder Carboxylendgruppe, dne 
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prim. Amiooendgnippe, eine Succinuiiidylcaibonal-, Nitrophoiylcarbonat-, Imidazoiylcaiix>nat- imd andeie Carbonate- 
sterendgiuppen, emeSuccinimidylsuccinatendgruppep dne SuocinimidylcaiboDylendgruppe, eine Ibsylat- odcrlYesylfr- 
teodgrappe, eioe Glyoxalendgruppe, eine Imidoesterendgruppe, eine Dichlor-tdaziiieDdgruppe, dne Isocyfmatgruppe, 
due Maleinunklgnippe, dne 2A2-Xdfluoi:ethaDsulfcxi5Suiegn:ippe. EineD erfindungsgonafi bevaizugten Sbuderfall 
stelleo Aldehyd- und KetognippeD dai; da sie geschOtzt als Acetal dne geschtttzte akdvieite Endgnippe darsteUeo. 5 
[0012] Der zusammoigesetzle Piozess ausgebend voo dem erfindungsgemaBeo lintiatcxmoldcl!! besteht aus den fol- 
genden 4 Schritten (Die Reakdoosglelcfauagea woden am Bdspiel dnes ImtaitonnolelcQIs mil einor XH-Gruppe daige- 
sfelll (e = 1), bd inehiecen fiden XH-Gruppe entstelit in Reaktionsschntt 1 analog dn Initiatoipolyanion, das in Schritl 
2 zu einem veizdgteo ein&ch atpha-geschQtzten-oniBga-pQlyhydroxy'PolyoxjralkyleD mit e Hydroxyendgiuppen lea- 
giert Li Schritt 3 wild dieses zu dnem veizweigten dnfacb alpha-geschtltztoi-oniega-polyalkoxy-Pblyoxyalkylen um- lo 
gesetzt aus dem in Schntt 4 schlieBIich ein in a^ha-Stellung dnfach akdvierbares oder einfach aktivieites poly-omega- 
alkoxy>Polyoxyalkylen resuldett) 

1. Schritt 

15 

OberfOhning des beschriebenen Initiatormolekuls in das entsprechende Inidatoranion 
ReaJctionsgtdchung 7 

Basfi 

R'*-(A)-(R'°)XH ► rVaHR^V (fQre=1) 



bzw. 

R*-(AHR"^(XH)e 



Base 



H-Base 



R*-{AHR^"^j(X-)e (fQre>1) 



2. Schrin 

[0013] Anionische Polymerisation des Alkyleooxids an der Alkoholat- bzw, Aniid-Gru{^ des ImtiatortnolekfUs zu d- 
n^ alpha-geschutzten-oniegarhydroxy-PoIyoxyalkyleD (Reaktionsgleicfaung 8). Durch Copolymerisadcxi eines Alky- 
leooxids mit Glycidol (3-Hydioxypropenoxid) (Reaktionsgldchung 9) kSnnen an dieser Stdle auch zusatzlich \tewd- 
guDgen gesdiaffeo wenten und damit aucb bier alpha-geschOtzte-polyomega-bydroxy-FblyoxyBlkylene heigestellt wer- 
den, die aufgrund der Xto^wdgung wdt grfifieze Mobnassen wie lineare alpha-geschfitzte-aniBga-hydroxy-Polyoxyalky- 
leoe aufwdsen kdnnm. 



Realoionsgldchung 8 



ftire=l 

R*-{AHR^°)X"- +nCH2-CHR^ 
\ / 
O 



bzw.ftlre>l 



R'-(AHR^^j(X-)e+ nCH2-CHR^ 

\ / 



R^-(AHR^°)XCH2CHR^OCH2CHR')n-iO' 

bzw. nach Neutralisation (+H*): 
R'*.(AHR^^XCH2CHR^(OCH2CHR^)i^iOH 



t. Polymerisation 
2.NeiitrBlisatk)n(-»^*) 



25 



mit H = addes Wasserstoffatom, = Schutzgruppe, <fie unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder ak- 30 
tivieibare Giuppe, X = O odcar NS? und = H, Aiyl oder Ci bis Cu-Alkyl und a = 1 bis 7 und eine beliebige lineare 
odcx veizwelgte Kohlenwasserstof&ette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind und e 1 bis 12 J = 0 
oderl). 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



O RV)-(R^^j(X(CH2CHR^O) (n.i)te(CH2CHR'0H))e 



6S 



5 



5 



10 



15 



25 



30 



35 



40 
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ReaktionsglddiUDg 9 

R^-(A)-(R^°)X" + nCHr-CHR^ + CH2-CHCH2OH IPolymerigatlon — ^ 
\ / \ / 2. ^H* 

0 0 
R'-(A)-(R^^X^CH2CHR^O)pCH2CH(OCH2CHR^)n^OH 

I 

CH2(0CH2CHRV0H 

[0014] Mi den oben genannten Bedeutungen \oa n, A» R^, R^ R^^ X und p ganze Zahlea zwischeo 0 und 2000 wo- 
bei gill m -I- p < D. 

3. Schritt 



[0015] Verctherung der im Schritt 2 gemaB Reakdonsgleidiung 8 entstandenen freien - CH2CHR^OH-onicga"End- 
gnippe bzw. der entspiechraden freien omega-AIkoholatfunktion des alpha-geschiitzten-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
lea bzw. der gemMQ Reakticmsgleichung 9 entstandeo freirai omega-hydroxy-BndgruppeD mil dnem Alkylierungsiea- 
gens R^ wie beispielsweise dnem Alkylbalogenid oder dnem DialkylsulfaL Dabd entstehen gemSB Reaktionsgld- 
20 chung 1 0 aus den alpha-geschOtztcn-omega-hydtoxy-Polyoxyalkykn alpha-gcschfltzte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylcne. 
Aus den alpha-geschiitzten-oinega-poly-hydroxy-Polyoxydkylene entsteben dabei alpha-geschiitzte-omega-poly~al- 
koxy-Polyoxyalkylene. In jedem Fall werden bd diesemReaktionschritt alpbaomega-Dihydroxy-Poiyoxyalkylene und 
aifrtia-omegarpolyhydroxy-Polyoxyalkylene, die im Schritt 2 als imerwUnschte Nebcnproduktc anfallrai zo nicht icakti- 
ven alf^a-omega-dialkoxy-PolyoxyalkyleneD und alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkylene. 



Reaktionsglddiung 10 



2. ♦R^/-r 



R*-(AHR^VCH2CHR\OCH2CHR^)n.iOH" ^ 

R*KAHR^°)jXCH2CHR\OCH2CHR')n-iOR5 (fQr e=1) 

bzw. 

t.+Base 

R^^A).(R^^>,(X(CH2CHR^0) (rHive(CH2CHR^0H))e ► 

R*-(A)-(R^%(X(CH2CHR^0) (n.i)te(CH2CHR^OH))e (filr e>1) 

45 mil = Ci bis Cir Alkyl und Y = Halcsgen oder SQ4.-R^ n, e, A, R^ X, R\ R^^ baben die Bedeutungen wie ob^ 

4. Schritt 

[0016] Abspaltung der Schutzgnippe (R^ zur diiekteo Fineisetzung der akdvierten Gruppe (A) oder zur Freisetzung der 
SO aklivieri^aien Gruppe A und nachfo^enden Aktivienuig der fidgesetzten aktivierbaien Giu{^ (A). Entstdit nach der 
EntfernuDg der Schutzgnippe diiekt ein Cfeniisch aus alpha-aktivieiten-omega-alkoxy-PoLyoxyalkyloieD und alpha- 
omegardialkoxy-Fblyoxyall^leDeo kann dieses direkt mit Proteinen umgesetzt werden. 1st (A) nur eine aktivieibare 
Gn^)pe wie zum Bdspiel eine Hydroxygnippe, mufi das Gemisdi aus alidia-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen 
und alpha-oraega-dialkaxy-PolyoxyaU^lenen an der frdeo Hydroxygnippe weiter zu einer aktiven, zu einer Reaktion 
55 mit einem Ftotdn befShigten Gruppe umgesetzt weiden. 

[0017] Eineo Sondeifail der Erfindung stellt insbesondere die Abspaltung der Schutzgruppe R* aus einem Gemisch 
von gescbUtzten alpha-aktivierten-omega-hydioxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylenen 
unter Auslassung des Schritts 3 dai; In diesem Pall, der nur m6glich ist wenn die Absp^tung direkt zu einem alpba-ak- 
tivierten-PoIyoxyalkyien filhit, kann dieses Gemisch direkt zur Kopplung an Piotcine dngesetzl werden ctonc \fcmelzun- 
60 gen der Protdne zu verursachen. Eine wdter Akdvierung dieser 8pe2dfiscfaen Gemische aus al{^a-aktivierten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylenen ist nicht m5glich, da sie unweigeriich zu zwei- 
fach aktivierten Polyoxyalkylenen fuhren wikrde. 

[0018] BevQizugt wini fllr den beschriebenen Prozess die Verwendung von Ethylenoxid zur Herstellung von Gemj- 
schen linearer einfach alpha-akdvierter-omega-alkoxy-Pdlyoxyethyleoe bzw. a^a-akdvierbarer-omega-alkoxy-Poly- 
65 oxyethylene mit nicht reaktiven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen und die Verwendung eines Monometgemischs 
von Ethylenoxid tmt 0,1-4 Gew.-%, bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glyddol zur HersteUung von Gemischen venswdgter ein- 
fach alpha-aktivierter-polyonnega-hydioxy-PolyoxyethylBne odier einfach alpha-aktivieiter-poly-omega-alkoxy-Poiy- 
oxyetfaylcQe mit nicht reakdven alpha-omega-polyalkyl-Pblyoxyethyleara. ErfindungsgemSSe Schutzgruppen R^ sind 
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Idcht entfembare Schutzgruppen ftir Hydroxygruppen, Amiiio* oder AldBfay4gn]ppen, die unter g1lra1i«rlw»n Bedmgun- 
gen stabil sind. Demgeinafi sind bevoizugte Initiatotmolekiile dnfach gcschfilzte Di- und Fblyfaydroxyverbindungen 
(eiofach gescbiitzte dykole, einfach geschatztes Ffentaesythrol, Glyonin, IHmetbylolpiopaD oder einfach gescbtttzte 
Zuckeralkobob) Imtiatonnolekfile gemMB der vcniiegenden Erfindung sind den^gemafi \bEbindungeo der Stxuktuifbnnel 
2, 3, 4 und 5, bd denen cfie R^nSauBistoSbindimg, nach d^ Umsetzung mit Alkylenoxid in Scbritt 2 und der Alkyliemng 
in Schritt 3 unter sauien oder bydriecenden Reaktionsbedingungcn in Schiitt 4 leicbt ge^aUen weideo. 
[0019] £rfiDdimgsgeinaBe Alk<^oLe sind in den Stniktutforxnel 2, 3, 4, 5 und 6 wiedcigegeben. 

StrukturfQimBl2 

R^-O-(CH2CH20)dH 

Strukturfonnel 3 

R*-0-CH2-C(CH20H)3 

Strukturfbimel 4 

R^-<K3l2-CR"(CH20H)2 

Stnikturfomel 5 

r^-ck:h2-(choh).-ch20h 

Strukturfonnel 6 

HOCHHCHOH)pCH-(CHOH)8(CH20H) 

mit R** = Benzyl, tert-Butyl, TVipbeaylmethyl, Metbyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl THmethoxybenzyl. Di-methoxy- 
bcnzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-lbtrahydrofiiranyl, Methoxymetbyl, Bcnzyloxymethyl, t-Butoxymetbyl, 2-Meiboxyet- 35 
hoxymethyl, 1-Etboxycthyl, 1-Methyl-l-melhoxyethyl, 1-Metbyl-l-bcnzyloxymethyl, p-Methoxybaizyl, THalkylsiiyl 
und d = 0 bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R^^ = CrCe-Alkyl 

[0020] Bescmdeis bevoizugte ImtiatoiniolekiaB (Rl-(A)-(R^^j(XH) J sind daiiiber hinaus alpha-hydzDxy-atneg&-Alde- 
hydc brw. Ketone oder alpha-amino-omega-Aldehydc bzw. Ketone sowic Di- und Fotyhydioxyaldehyde und Ketone, 
dcrco jcweilige Aidehyd- oder Ketognippe dutch dn Acetal oder ein Thioacetal gesdiUtzt siod (FT = Acetal- oder Oliioa- 40 
cetalgri^pe (A) = R^-CQ-R*'-) (aehe Straktuifonnel 7, 8). 

Strukturfonnel 7 

R"Z 

\ 

r6_C-R''-<XH)b 

/ 



10 



15 



20 



25 



30 



45 



z 



50 

Stnikturfotmel 8 

60 

R* = CibisCig-Alkyl 

R* = H Oder Ci bis Cig-Aikyl 

R^ = eine beliebige lincare oder vcizweigte Kcddenwasserstoffkettc mit 1 bis 12 C-Atomcn an denen XH-Reste gebun- 
dcn sind, X = O oder NR^ mit R^ = H, Aryl oder Ci bis Cu-Alkyl 65 
Z = OoderS 

R' = Ci bis CirAlkenyliest und e = 1 bis IZ 

[0021] Das heiBt in der Fennel fUr das crfindungsgemaBc Ihitiatonnolektlle CR^KAXR^'^lljPCH) J ist R* glddi zwci R' 
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Gruppen bzw. eine -(CH2)k-GiUK* und die geschtltzte aktivierte Giu{^ (A) ein Aldehyd- bzw, Ketonhydrat R^- 
C(OH)rR^- Oder 'Ihioaldehydhydrat Il^-C(SH)rK^-» die als solcbe natUrlich mcht existieren sondem in die koirespon- 
dierenden Aldehyde oder Ketone umlagem und nur in der Form der jewdligen Aoetale bzwi Ketale stabil sind. 
[0022] Gegenstand der Erfindm^ sind audi £b gemaB dem oben beschriebeDra 'S^ahrra (Schritt 1 bis 4) heigesteil- 
ten Gemische bus einfach aktiviezten Polyoxyalkylenen und nicfat aktivierten unreaktiven alpha-omega-dibydroxy-Poly- 
oxyalkyienen beziebuqgswdse Gemische von alpha-aktiviertm-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und unreakdven al- 
pha-onnega-dialkoxy-Pblyoxyalkylenen sowie Gemische aus alpha-hydiDxy-<»nega-alkoxy-Polyaxyalkylena3 und al- 
pha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, die einfach in die genannten Gemische, die nur mono-aktivieite Polyoxyalky- 
leoe enthalten dberfuhrt weiden kOnnen. Die nuttleKe molaxB Massen der erfindungsgemfiBen GemischB liegt zwischen 
1000 und 150 000 g/mol, bevoizugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0023] Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99^ Gcw.-%, bevorzugt 90 bis 99^5 Gew.-% einfach aklivierte 
Polyoxyalkylene bzw, einfach aktivierbare alj^a-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene und 0^ bis 30Gew.-%, be- 
voizugt 0,5 bis 10 Gbw.-% UDTBaktivB alpha-oniBga-dialkoxy-PolyoxyalkylenB. Dct Anteil an diakdvierten bzw. diakti- 
vierbaien >%nnireimguDgen ist kieinex 1 Gbw.-% bevoizugt kleiner als 0^ Gew.-%. 

[0024] Bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha Stcliung als aktivie- 
lende Gnippe eine Aldehyd- oder Ketogruppe enthalten und in omega Stellung eine oder mehrcre Hydioxygruppen ent- 
haltra mit alpha-omega-dihydroxy-PoiyoxyethyleDCT, die gemafi der Abfolge von Schritt 1, 2, 4 aus einem alpha-hy- 
diDxy-omega- Aldehyd bzw. Keton oder alpha-amiixvomega-AldBhyd bzw. Kefcon sowie aus Di- und Poly-hydroxy-AI- 
dehydcn oder Poly-hydroxy-Ketoncn, die an der jewdligen Aldehyd- oder Ketofunktion mit ciner Acctal- oder Thioace- 
talgruppe geschutzt sind, als IniUatonnolekul (Struktuifonnel7 und 8) undEthylenoxid oder dncm Gemisch aus Glyci- 
dol und Ethylenoxid mit einem Antdl von 0,1-4 Gew.-% bevoraugt 0,1-1 Gew.-% Glyddol als Monomere hergestellt 
werdai kdnnen. Die Gemische enthalten im allgemdnen 70 bis 99,5 Gew.-%. bevcxzugt 90 bis 99^ Gew,-% monoalde- 
hyd- bzw. -monoketofiinktionelle Polyoxyalkylene und 0^ bis 30 Gcw.-%, bevorzugt 0^ bis 10 Gew.-% unreaktive al- 
pha-omcga-dihydroxy-Polyoxyalkylene. Der Anteil an diaktivieiten bzw. diaktivierbaren Vcrunrelnigungen ist kleincr 
1 Gew,-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0025] Besondeis bevorzugte GBgenstande der Erfindung sind Gemische aus PolyoxyethylenBn, die in alpha Stellung 
als aktivierende Gruppc cine Aldehydgruppe enthalten und in omega-StcUung eine oder im Falle von \ferzweigungen 
mdircre AlkoxygruK)e(n) enthalten rait nichtreaktivoi alpha-omcga-dialkoxy-Polyoxyelhylenen bzw. im Falle von Ver- 
zwdgungen alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus einem, an der 
Aldehydfunktion mit dner Acetal- oder Hiioax^talgiuppe geschutzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder alpha-amino- 
om^a-Alkanal bzw. Di- und Polyhydroxyaldehydcn und Ketonen (Strukturformel 7 und 8) als Inatiatormolckfll und 
Ethylenoxid bzw. einem Gemisch aus Glyddol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevoizugt 
0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomer heigestellt werdrai k6nneo. Die Polyoxyalkylengemische enthalten im aUgemd- 
nra 70 bis 99,5 Gew.-%. bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% monoaldehyd- bzw. monoketofunklioneUB Myoxyalkylene und 
0^ bis 30 Gcw.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreakave ali^a-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylcne. Sie sind dadurdi 
gekennzeichnet, dass sie kleiner 1 Gew.-% bevoizugt kldner 0,2 Gew.-% alfduhom^a-dialkanaloxyl- oder alpha- 
omega-polyalkanaloxyl-Polyoxyethylene enthalten. 

[0026] Die mitHeie molaro Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0027] Gegenstand der Erfindung sind welter Gemische aus alpha-carboxy-omega-alkoxy-Poiyoxyethylenen mit nicht 
reaktiven alpha-omega-dialkoxy- oder alpha-omega-polyalkoxy-PolyoxyBthylBnen, die gemMfi der Abfolge von Schritt 
If 2, 3, 4 aus dnem, an der Aldehydfunktion mit einer Acetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-omega-Alkanal oder al- 
pha-andno-omega-Alkanal bzw. Di- und Poly-hydroxyalkanal (Soiikmrformel 7 und 8) aht IhidatomiolekQl und Ediy- 
leooxid bzw. einem Ethylmaxid/Glyddol-Gemisch als M<»omerp mit abscblteBender Oxidation der in Schritt 4 fieige- 
setzten Aldehydgriqjpe zur CarbonsSure heigestellt weiden kdnneo. Die Gemische sind daduich gekennzeichnet, dass 
sie kldner 1 G&w,-% bevcHZugt kldner als 0^ Gew.-% alpha-omega-dicaiboxy-Polyoxyethylene oithalten. Die mittleie 
molaie Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen lOCO und 150000 g/mol, besonders bevorzugt zwischen 
3000 uod 75000 gAnoL Die Gemische rathallen im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% mo- 
nocaibaxy-aktivierte Pdyoxyalkylene und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% nicht reakti ve alf^ia-omega- 
dialkoxy-Polyoa^alkyleQe^ 

[0028] Die Gemische kdonen in bdcannter ^ise z. B. dutch Reaktion der Carboxylgruppe rait N-Hydroxy-Succini- 
mid in Gegenwart von Dicyclohexylcaibodiunid welter zu Gcmischcn aus aljAa-aktiviaten-omega-alkoxy-Polyoxy- 
ethylenen umgesetzt weiden, die klcaner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% di-aktivierte Polyoxyethylene mthal- 
ten, 

[0029] Gegenstand der Erfindung sind weitcr Gemische aus 70 bis 99,5 Gcw.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% alpha- 
hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyelhylene mit 0,5 bis 30Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10Gcw.-% nicht reaktiven alpha- 
omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus den einfach geschutzten Di- und P6- 
lyhydioxyverbindungen (Strukturfortnd 2, 3, 4, 5) als Initiatonnolekiil und Ethylenoxid bzw einem Gemisch von Ethy- 
lenoxid mit gcringen Mcngen Glycidol (0,1 bis 4 Gew.-%, Glycidol bevorzugt 0,1-1 Gew.-%) als Monomer heigestcUt 
werden konnen. Schritt 4 beinhaltet dabd die Spaltung der luxprOnglichen K^-SauerstofF-Bindung. Die Gemische sind in 
alien Fallen dadurch gekennzdchnet, dass sie weniger als 1 Gew.-%, bevorzugt weniger als 0,2 Gew.-% alpha-omega-di- 
hydroxy-Polyoxyethylenebzw. alpha-omega-polyhydroxy-Polyoxyethylene enthalten. 

[0030] Die mitUere molaic Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol. Die Gemische kSnnra in bekannter Weise zu Gemiscfaen aus alpha-aktivier- 
icn-omcga-alkoxy-Polyoxyethylcncn und alpha-omcga-dialkoxy-Polyoxyelhylcnen bzw. zu Gemischen aus alpha-akti- 
vierten-poly-omega-alkoxy-PolyoxyethylBnen und alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethylenra umgesetzt weiden, die 
die genannten niedrigen Konzentrationen an di-aktivieiten oder poly-aktivierten Polyoxyethylenen enthalten. Die vodie- 
gende Erfindung bedeht sich darHber hinaus auf die M^eodung der genamiten erfindungsgemMBen Gemisdse vob spe- 
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zifisch einfacb alpha-aktivieiten-Polyoxyalkylaira mit nicht reaktiven Polyoxyalkyleneiu die getnSB Schritt 1 bis 4 und 
gegebenenfalls nachfolgender Aktivieningsreaktion zuganglich sind, fur die Reaktion mit Proteinen und andeien biolo- 
gisch aktiven Molekulen. 

[0031] Disbesondeie bezidit sich die vorliegende Erfindung auf die \ferwendung der genamiten erfiDdungsgemaBeo 
Gemiische aus alpha-alkanaloxy-onLega-hydroxy-PolyoxyethyknBn und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylwien so- 5 
wie auf die Verwcndung dcr ^ha-alkanaloxy-omega-aikoxy-Polyoxyelbylenen und alpha-omcga-dialicoxy-Polyoxy- 
etfaylenen, die dadurch gdcennzeichnet sind, dass die Gemische keine oder nur miniinale alpba-omega-dialkanaloxy-Po- 
lyoxyethylene enthaiten, fiir die Reaktion tnit I^tranen und andeien biologische aktiven Molekiilen. 
[0032] Die Brflndung wir nun anhand von einigen Beisqpielen nSher veideudicht 

10 

Beispiel 1 

Herstellung ranes Gemischs aus alpha-(pn^>ai>l-al-3-oxy)-omega-butoxy-PolyoxyethylBiis (molaie Masse 4950 g/tnol) 
mit alpha-omega-di-butoxypolyoxyethylen (moLare Masse 9500 g/mol) 

15 

[0033] Zu einer Losung von 1,48 g 3,3-Diethoxy-l-piopanol in 10 ml THF in dnem Druckrcaktoi bd Raumtempcra- 
tur weiden unter Stickstoff 2,1 g Diphenybnetbylkalium gelGst in 10 tnl THF gegeben bis die Faibung veischwindet An- 
schlieBend w^den 55 g Ethylraoxid zugegeben xmd bd Raumtemperatur fOr 48 Stunden geriihrt Nach dw Abreaktion 
dcs Ethylcnoxids werden 0^ g NaOH zugegeben und anschiieBeod 1-ChIoibutan im t)b«schuss zugegeben (4 g) und 
bci 40°C fur 24 Stunden gcriihrt. Das Rcaktionsgcmisch wild in Dicthylether gcgossen und das unldslicbe Fdlymeigc- 20 
misch aus alpba-(l,l-Diethoxy-3-oxy-propan>oniega-butoxy-PolyoxyethylenBn und alj^a-omega-Dibutoxypolyoxy- 
ettiylen abfiltriert Das Polymer wird in Wasser gelSst mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wird das entstandene Ethanol als Ethanol-Wasscrgemisch unter Vakuum abdestiliiert, die LQsung mit Na- 
tronlaugc neutralisiert und das Polymeigemisch emeut in Dicthylether gcfallt und filtriert. WSssrige Gelchiomatogr^faie 
des lesultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethylenstandards zeigt eine Afeiteilung mit einem Hauptpeak bei einer 25 
mittleien molaren Masse von 4950 g/mol uberlagert von einem kleinen Pbak bei 9500 g/nooL Die Endgrappenuntersu- 
chung mittels ^H-^^MR ergibt cin Verhaimis von Butyl- zu Aldehydendgruppai von 1,15 zu 1 was eiDcm molaren Ge- 
mischveiiiatnis von alpha-(propai>l-ai-3-oxy)-omega-butoxy-Polyoxycthylen (mittleie molaie Masse 4950 g^ol) zu 
alpha-omega-di-butoxy-Polyoxyethylen (mitaere molaie Masse 9500 g/mol) vcn 93 zu 7 entspricht Hydroxyendgoip- 
pen sind nicht nadiweisbar. Das lesultieiende Polyin^einisch kann tiber die fieie Aldefaydgnippe diiekt an fteie pri- 30 
mare Anunagruppen (Lysimeste) vcn Proteinen gekpppeit werden, <^ die ujxrwQnschte \^metzung der Ftoteine zu 
venirsachen. 

BdspieL2 

35 

HersteliuDg eines Geouscbs aus alpha-keto-omega-benzyloxyethylens mit alpha-omega-di-BeozyloxypolyoxyethyleDea 

(molaie Masse 19000 g/mol) 

[0034] Zu eincrL6sung voo0,27 g l,l-Dimcthoxy-cyclohexan-2-olin2inlTHFin dnemDruckreaktor bd Raumtcm- 
p«^ur woden unter Stickstoff 0,42 g Diphcnylmethylkalium in 2 ml THF gegeben bis die FSrbung vcrschwindet. An- 40 
schlieBend werden 45 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fOr 48 Stunden geriihit Nach d^^ Abreaktion 
des Ethylenoxids wird mit 0^ g NaOH emeut alkaliscb gestellt und Benzylchlorid un Obeischuss zugegeben (3 g) und 
bei 40^ fOr 24 Standcn geruhiL Das ReaktioDsgenuscb wild in Diethylcther gegosscn und das unlosliche Polymeige- 
misch aus al{Aar(l,l-Dimett»xy-2-oxy-cyclohexan)-omegarbcnzyloxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-Dibenzy- 
loxy-Polyoxyetfaylen abflltrieit Das Polymer wird in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 45 
90*t edutzl AnschlieBend wird das entstandene Methanol als Methanol-'V^fessergeraisch unter Vakuum abdestilliert, die 
L6sung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymagemisch emeut in Dicthylether gefallt und filttiert. Wassrigc Gcl- 
chiomalogtaiAie dcs resultierenden Polymergemischs mit Polyoxycthylcnstandards zeigt eine Verteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer mittleren molaren Masse vmi 19000 g/mol uberlagert von geringen AnteilHi bi^ermolekularer Pro- 
dukte. Die Endgruppenuntersuchung mittels ^H-NMR ergibt dn Verii altms von Benzyl zu Xetoendgruppen von 1,4 zu 1 , 50. 
was unter der Annahme gldchcr mittlcrer molarcr Massen von 1 9000 g/mol, dnem molaien Gemischverhainis von al- 
pha-(l-Kcto-2-oxy-cyclc*exan)-omega-benzyloxy-Polyoxycthylcnenes zu alf^shomega^di-benzyloxypolyoxyethylen 
von 84,4 zu 16,6 ratspricbt Hydroxyendgruppen and nicht nachweisbai; 

[0035] Das resultierende Polymergemisch kann iiber die fide Ketogruppe direkt an frde primSre Aminogruppen (Ly- 
sinrcste) von Ptotdnen gekoppdt werden ohne die unerwflnschte Vemetzung dcr ftotdne zu venirsachen. 55 

Bdspiel 3 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-hydioxy-omega-mcthoxy-Polyoxyalkylcns mit alpha-omega-di-methoxy-Poly- 

oxyethylenen (molaie Masse 10000 gAnol) 60 

[0036] Zu dner Losung von 0^72 g 2-'Ifetrahydopyranyl-oxy-ethanol in 5 ml THF in dnem Dnickreaktor bei Raum- 
temperatur wciden unter Stickstoff 47 mg Natrium in 5 ml THF gegeben. Nach der Reaktion dcs Natriums zum Alkoho- 
lat werden 25 g Ethylenoxid zug^ebcn und bei Raumtempa^ur fiir 48 Stunden gcriihrt. Nach der Abreakdon des Ethy- 
lenoxids wild Methylchlorid im tSberschuss zugegeben (1 g) und bei Raumtemperatur fiir 4 Stunden gcriihrt Das Reak- 65 
tionsgenrisch wird in Dicthylether gegossen und das unlosliche Polymergemisch aus alpha-(2-oxy-'Ibtrahydiopyranyl)- 
omc^a-methoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-Dimetfaoi^olyoxyethylea abfiltriert. Die Endgiuppenuntersu- 
chung mittels 'H-NMR ergibt cin Vcrhamis von Tfetrahydw^jyranyl zu Mcthyloidgruppcn von 1 zu 1,15 was, unter dcr 
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ADnahme gldcher mittlerer moLaier Massen, eanem molarNi Cemischveriiaitnis \aa alphar(2-oxy-'IbtrabydropyiaDyi-)- 
omega-metboxy-Polyoxy^yleoos zu a]pha-omega-di-methoxypolyoxyethylea von 93 zu 7 eotspdcht. Eotsdieidend 
ist, dass nach diesem Reaktionsschritt keine Hydroxyendgnippen nachweisbar ^nd. Das Polymer wild zur Abspaltung 
der 3,4-Difaydn>-2H-pyiangiiqppe in W^sser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesaueit und 2 Stunden auf 9(rC erfaitzt 
AnscblieOeod wild das uitstandene 3,4>Dihydzo-2H-pyian unter A^kiium abdestiUiert, die L&suDg mat Nationlauge neu- 
tralisien und das FdLymetgemisch eroeut in Diethyledier gefallt und filtrieiL Id diesem ReaktiOTSchntt entstehen ein Ge- 
misch aus alpba-hydioxy-omega-metboxy-Folyoxyetbylen undali^a-omega-dimelfaoxy-Polyoxyetbylen. WassrigeGel- 
chromatographiB des resultieienden Polymergemischs ndt Polyoxyethyleostandards zeigt eine \%iteiLung nut einem 
HaupQ»ak bei einer nuttlereo molaren Masse von 10200 g/moL Das lesultieieode Polymergemisch wird anscblieBend 
durch Umsetzung mit 4-NitropheoylchIorfQnmat in ein Gemiscb aus a]pha-(4-NitrophenyIfQnmat)-aktivierteD-omega- 
methoxy-Polyoxyeihylen und Dimethoxypolyoxyethylen umgesetzt, das zur Kopplung an ProtciDe eingesctzt werden 
kann. Da vor der Aktivisrung mit Nitrophenylchlorfomnat keine alpha-omega-di-hydroxy-Polyoxyetbylene vorbanden 
waren, entstehen keine al{^a-omega-diaktivierteD-Polyoxyetbylene und die Kopplung an Ptoteine verliuft ohne die un- 
erwiinschte \^nietzung der Proteine zu yenirsacben. 

Beispid 4 

HersteUuDg eines Gemischs aus einem veizweigten aipha-(3-metbyl-3-oxy-butan-l-al)-omBga-polybutyIoxy-Polyoxy- 
ethylea mit vcrzweigten aipba-omega-polybutyloxy-PolyoxyethyleDeD 

[0037] Zu dner Ldsung vou 03 g 4,4-Dimethoxy-2-methyl-2-butaDol in 10 ml THF in einem Diuckieaktor bei Rauno- 
temperatur werden unter Stickstoff 0,41 g Diphenybnetiiylkalium in 5 ml THP gegeben bis die Farbung verschwindet 
[0038] Ansd3lie8end werden ein Gemiscb aus 55 g Etbylenoxid und 0»16 g Glycidol zugegeben und bei Raumtempe- 
ratur fUr 48 Stunden gerOhrt. Nach der Abreakticm des Ethylenoxids/Glycictel Gemiscb wird 1-Chlorbutan im Ober- 
schuss zugegeben (2 g) und bei 40^ fib: 24 Stunden geriihtt Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und 
das unldsliche Polymeigemisch aus veizwdgten alpba-(4,4-Dimetboxy-2'niethyl-2-oxy-butan)-omega-poly-buU>xy-Po- 
lyoxyethylenen und alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyethylen abfilDnert. Das Polymer wu:d in Wasser gel&t mit Salz- 
s^uie bis pH 2 angesauert und fur 2 Stunden auf 90^0 erfaitzt. Anschliefiend wird das entstandene Methanol unter \^ 
kuum abdestilliext, die Ldsung mit Natronlauge neutralisi^ und das Polymeigemisch eroeut in Diethylether gefallt und 
filtriert Die Endgnippenunteisucbung mittels ^H-NMR eigibt ein ^^dlaltnis von Butylzu Aldehydendgruppen von 2, 3 
zu 1 waSf unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, einem molaren Gemiscbverhaltnis von alpba-(-2^me- 
lhyl-2-oxy-butan-4-al)-omega-poly-butoxy-PoIyoxyethylenen zu alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyelhylen von 91 zu 
9 entspiicht Bedingt duich die \%rzweigungen ist eine Molmassenbesdnmiung iiber Gelpermeationschiomatographie 
mit Polyethylenglykolstaodards nur scblecht moglicfa, Eotschradend ist jedodi, dass keine Hydxoxyendgnippen nach- 
weisbar sind. 

[0039] Das icsultierende PolymeigemiSGb kann Ober die freie Alddiydgnippe diiekt an freie prim&re Aminogruppen 
(ILysinrBSte) yon ftotidnen gekoj^pelt weiden, ohne £e unerwUnscfate \^etzung der Proteine zu vsrursacben. 

Patentanspiitebe 

1. Gemische aus mindestens 70Gew.-%, bevcizugt mindestens 90Gew.-9b alpha-hydroxy-omega-alkoxy^Poly- 
oxyalkylenen und 0^ bis 30 Gew.-%, bevorzugt 03 bis 10 Gew.-% alpharcmiBga-dialkoxy-PolyoxyalkylBnen da- 
durch gekennzddinet, dass der Anteil an Dibydroxy-Pblyoxyalkylenen als \toiareinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleioer als 0,2 Gew.-% isL 

2. Gemische aus imndestens 70 Gbw.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-akdvierten-omega-alkoxy-Poly- 
axyaU^lenen undO^ bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0J5 bis 10Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, da- 
durch gekennzeicfanet, dass der Anteil an di-akdvierteo Polyoxyalkylene als Veninreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0^ Gew.-% ist. 

3. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-aktivieiten-omega-hydroxy-Po- 
lyoxyalkylenen und 0J5 bis 30 Gew.-%, bevoizugt 0^ bis 10 Gew.-% di-hydroxy-Polyoxyalkylenen, dadurdi ge- 
kennzeichnet, dass der Antdl an di-akdvierten Polyoxyalkyloi \^nreinigungen kleiner 1 Gew.-% bevorzugt klei- 
ner als 0^ Gcw.-% ist. 

4. Gemische gemaB Anspruch 1-3, erhSltlich nach einem \^ifahren gemafi Anspruch 13-18, daduicb gekenn- 
zeichnet, dass sie aus Initiatortnolekfileo der allgemdnen Foimel 

R^-(AHR^°)j(XH)e 

mdt H = acides Wasserstoffatom, R^ = Schutzgruppe, die unter alkaliscben Bedingungen stabil ist, A = akdvicrte 
Oder aktivierbaie Gruppe, X = O oder NS? und R^ = H, Aryl oder Ci bis Cir Alkyl, b = 0 bis 7 
und e = 1 bis 12, R^^ dnebeliebige lineaie oder varzwdgte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomeo an denen 
XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

die mindestens ein acides WasserstolTatom an einer Sauerstotf oder Stickstoffgruppe (X) aufweisen und gleichzeitig 
eine akdvi^ie oder aktivierbare Gruppe A, (He durch eine Schutzgruppe, die unter alkaliscben Bedingungen stabil 
ist, geschiitzl ist, hergestellt weid^ 

5. Gemische gemSB den vorangehenden AnsprQdsen, dadurch gekennzdchnet, dass der mehrstufige Herstellungs- 
prozess aus folgenden 4 Schritten besteht: 

1. Schritt: OberfUhrung des Inidatormolekiils gemaB Anspruch 4 R^-(A)-((R^^VXH)e) in das entsprechende Initia- 
toranion RVA)-(R^°)pr (fiir e = 1) bzw. in das Initialoipolyamon R^-(A)-CR^°)jCX")o (fihr e > 1) 

2. Schritt: Amonische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemiscb von AlkyleooxidBn mit dem Initiato- 
ranioD als Startmolddfl zu einem alpba-geschUtzteii-omega-hydroxy-PolyoxyalkyleQ. 
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3. Scbritt: Veretberung der im Sdiritt 2 entstebendra oniega-HydioKygnqjpen des alpha-gBschiHzteD-omega-hy- 
droxy-PoLyoxyalkyleD mit einem AlkyUenmgsreageiis. 

4. Schritt: Abspaltung der Schutzgruppe (Sr) des alpha-geschiitzten-omega-alkoxy-PblyoxyalkyLeDS bzwi des al- 
[^ft-gescbiUzten-omega-poly-alkoxy-Polyoxyalkyleiis zur Frdsetzung der aktivieiten Gnippe oder aktivieibaren 
Gru[^ (A) des uispriin^chen Imtiatannolekdls. 

6. Gemiscbe gcmSB den AnsprOcbea 2 bis 5 dadurcfa gekennzdchnet, dass sae durch dnen mebrstufigen Prozess 
aus HydrojQf- oder Aminoacetalcn oder Hydroxy- oder Aminothioacetalen gemSB folgender allgemdner Fonnel als 
Mtiatortnobkiil beigestellt wecden. 

Z 

R»Z ^ Z ^ 

R* = CibisCi8-Alkyl 

= H Oder Ci bis Cig-Alkyl 

= eine beliebige lineare oder vcrzweigte Kohlenwasserstofn^tte mit 1 bis 12 C-Atom«i an denen XH-Reste ge- 
bundcn sind, X = O oder NS? mit R^ = H. Aryl oder Q bis C^- Alkyl 
Z = O oda: S, R^ = Ci bis Ciz-Alkenykest imd e = 1 bis 12. 

7. Gemiscbe nach Anspnich 2-6, dadurch gekennzeichDet, dass die aktiviBrte Gruppe eine Aldehyd- oder Keto- 
gruppe ist. 

8. Gemiscbe gemafi den Anspruchen 1 bis 5 daduich gekenozeichnet, dass das bescbriebene Initiatonnolekul eine 
einfach geschiitztB Di- oder Polyhydroxyverbindung darstellt, deren Schutzgruj^ unter alkabschen Bedingungen 
stabil ist, jedoch unter sauieD oder hydiiereoden ReaktioDsbedingungen in Schritt 4 leicbt gespalten weiden kann. 

9. Gemiscbe gem&B den AnspiiicbeD 1 bis 5 und Anspruch 7 bis 8, dadurch gekeonzeichnet, dass das bescbriebene 
Initiatonnolekul eine der folgeoden aUgemetnen Stmkturformeln aufwcist. 

R*-0^ (CH2CH20)dH R*-0-CH2-C(CH20H)3 



R^-0-CH2^R"(CH20H)2 R^-0-CH2-H(CHOH)a-CH20H 



H0CH2HCH0H)f<;H-(CHOH)g(CH2OH) 



mil R"* =s Baizyl, len.-Butyl, Triphenybnethyl^ Methyltriphenylmethyl, Diphaiylmethyl THmethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybcnzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-'Ittrahydioftiranyl, Mcthoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
MB&oxyethoxymethyl, l-Ethoxyetbyl, l-Methyl-l-methoxyethyl, 1-Mediyl-l-benzyloxytnethyl, p-Methoxyben- 
a^UIVialkylsilyl 

und d = 0 bis 6. a = 0 bSs 8. f = 0 bis 4, g = 0 bis 4 und R" = Ci-Ce-Alkyl. 

10. Gemiscbe gem&B den vorangegangenen AnsprQchen, dadurdi gekennzeichnet* dass das Polyoxyalkyloa Poly- 
oxyethyleo ist 

11. Gemisdie gemMfi dsn v(»rangegangenen Anspiiicbra, daduich gekennzeichn^ dass das Gemiscb aus Alkylen- 
oxiden in SchiiU 2 des mehistufigen Prozesses ein Gemisch aus EthyIeiK>xid und Glycidol tnit einem Anteil von 

0. 1.4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gcw.-% GIyd<k>l ist. 

12. Gemiscbe gemMB deo vorangegangenen Anspriichen, dadurch gdcennzeichnet, dass die mittlere molare Masse 
der erfindungsgemaflen Gemiscbe zwischen 1000 und 150 000 gfmoiy bevoizi:^ zwischen 3000 und 15 000 g/mol 
licgt. 

1 3. Wrfahren zur Hnistellung der Gemiscbe aus Anspruch 1-13, durch einm mehrstufigen HecsteUungspcozess der 
aus folgenden 4 Schritteo bestdit' 

1. Schritt: Dberiiihrung des Initiatortnolekiik gen^ Anspruch 4 oder 9 in das entsfxechende ImtiatoranioD gemMfi 
folgendo: Reaktionsgleichung 

Basa 

RNAWR^»)j<XH). ■ ► RMAHR^')j(Xl (fOre=1) 

R*-<AHR'")j(X% (fare>1) 

2. Schritt* AnicHiische Polymerisation eines Alkyl^nxid oder eines Gemisch von AlkylecK>xiden tnit dem Initiato- 
ranioQ als Starttnolekiil zu einem alpha-geschUtzten-otnega-hydroxy-Polyoxyalkylen bzw. zu einem alpha-ge- 
schOtzten-omega-polyhydioxy-Fblyoi^alkylen gonSB folgenden Reaktionsgldchungen: 
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LPo^merisata'Dn 
2.NeutiallsaUon('»H*) 

R*-(AMR"^(Xl»+nCH2-CHR' ► 

\ / 
O 

R*-{AHR^")jXCH2CHR^(OCH2CHR^),viOH- (fOr ©si) 

R'*-(AHR"*)j(X(CH2CHR^)ift»(OCHaCHR^){MyftOH)e (fure>1) 

oder 

IPolyniarlMllon . 
2.N«utraHMtlon('>H*) 

R*^AHR")jX- + nCHz-CHR^ + CHr-CHCHjOH ► 

\ / \ / 

O O 

R*^AHRV-(CH2CHR'0)pCH2CH(OCH2CHR^)^OH 

I 

CH2(OCH2CHR^)^OH 

mil R* = Schutzgruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder aktivierbare Gnippe, X = O 
Oder m? und = H, Aiyl oder Ci bis Cir Alkyl, n = 5 bis 2000, = Ci bis CirAlkyl oder H und m, p ganze Zab- 
leo zwischen 0 und 2000 wobei gilt m + p < e = 1 bis 12, R^^ eine beliebige lineare oder veizweigte Kohleowas- 
serstofTkette niit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j s 0 oder 1 

3. Schiiu: Veretberung der im Scbritt 2 entstefaenden omega-Hydioxygruppe des a^ha-geschiitzien-om^a-hy- 
droxy-PolyoxyalkyleD bzw. des entf^xechehden Alkoholatanions nut dnem AlkylimiQgsreageDs gemMB folgCDder 
ReaktioDsgbicfaung 



t^Base 

2. ♦rV /-r 



R*-(A)-<R^VcH2CHR^OCH2CHRViOH- 



R^-(A)-(R^VCH2CHR^(OCH2CHR^)„.iOR^ {fure=1) 

bzw. 

r-»-Base 

2. * eRV / -eV 

RMAMR'*^jCX(CHaCHR^)ite(0CH2CHR^)(„.iv«0H)e ► 

R*-(AWR''h(X(CH2CHR^)i,40CH2CHR^)(n.iyteOR')e (filroi) 

mit R^ = Ci bis CirAlkyl und Y = Halogen oder SOt-R^ 
n, e. A, R*, X, R\ 'R}^ haben dieBedeutuneen wie oben, 

4. Schrim Abspaltung dcr Schutzgnippc (IT) des al|Aa-gescfatit2ten-oinega-alkoxy-P61yoxyalkylen zurFreisetzung 
der aktivierten oder akdvierbaren Gnippe (A) des ur^xriinglicbeo Initiatormolekuls. 

14. A^rfahren nach Anspnich 13, daduich gekranzeichnet, dass das Alkylenoxid Ethylenoxid ist 

15. Verfahr^ nach An^»ttch 13 und 14, daduicb gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkyleooxiden ein Ge- 
misch aus Ethylenoxid und Glyddol nrit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevOTzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist 

16. Verfahren nach Anspnich 13, 14 und 15, dadurch gekeoDzeichnet, dass das Inidatonnolekul ein Hydroxy- oder 
Aminoacetal oder ein Hydroxy- oder Ajtninothioacetal gemafi einer der f olgenden allgemeinen Formeln ist. 
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R«z' ^ Z ^ 

R* = CibisCVAlkyl 

R*^ = H Oder Ci bis Cis-Alkyl 

= dne belieWge lineare oder vcrzweigte Kohlenwasserstofikcttc mit 1 bis 12 C-Atoznen an dcncn XH-Reste ge- 
bundsn sind, X = 0 odra: NS? ndt R^ = H, Aryl oder Ci bis Cij- Alkyl 
Z = Oodea:S 

R' = Ci bis Ci2^Alkenylrest 
uod e ~ 1 bis 12. 

17. Verfahren nach Anspnich 13, 14 und 15, daduich gekennzeicbnet, dass das beschriebrae Inidatormolekul eine 
dnfach geschutzte Di- oder Bolyhydroxyveibindungen danteUt, derco Schutzgruppe unter alkaJischen Bedingun- 
gra stabil ist, unter sauren oder hydrierenden ReaktioDsbedingungea in Scbritt 4 leicht gespalten werden kann. 

18. Verfahren nach Ansprucb 17, daduicb gdieimzdchnet» dass das Initiatonnolekdl dne der folgenden allgemei- 
ncn Strukturfonncln aufweist. 

R^-O- (CH2CH20)dH R^-0-CHr^(CH20H)3 



R*-0-CH2-CR^^(CH20H)2 R*-CM;H2-(CHOH)a-CH20H 



HOCH2-(CHOH)rCH-(CHOH)g(CH20H) 
OR^ 

mil R^ = Benzyl, tert-Bulyl, TOphenylmethyl, Methyltripbenylinethyl, DijAenylmethyl THmethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyl, 2-Tctrahydopyranyl, 2-Tettahydroftiranyl, Methoxymcthyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
Metfaoxyethoxymethyl, 1-Ekhoxyetliyl, l-Methyl-l-inethoxyetfay], l-Mett^l-l-benzyloxy methyl, p-Metbaxybeo- 

zyUTKalkylsilyl 

und d = 0 bis 6, a = 0 bis 8, f = 0 bis 4. g = 0 bis 4 UDd R^ ^ = Ci-C^Alkyl. 

19. Gemische aus einfadi aktiviertea oder ein&ch aktivietbaren Polyoxyalkylenen mil nidit akdviert^} und nicht 
akdvieibazen PolyaxyaU^lenra gemSfi Anspruch 1 his 12, eifaSMdi nach dem >feifahren dor AnsprOche 13 bis 18. 

20. Vsrweodung der Getmsche, die eiofach akdvierte Bolyoxyalkylenm eothalten gemMB AnsfHuch 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
10, 11« 12 und 19 zur chemisdien KoppLung und Modifiziorung \oa Protdnen und biologisch aktiven MblekCilen. 

21. Vraiveodung der Gemische, die einfadi akdvierfoare Polyoxyalkylene oithalten gemaB Anspruch 1, 4, 5, 8, 9, 
10, 11, 12 und 19 zur HBrstdlung vcn Getirischm aus ^zi&tch einfach aktivieiten Polyoxyalkyl^ien & zur cfae- 
mischen Kopphing und ModfizL^nuig von l^tdnoi ubd aoderen biologisch aktiven Molekiilen eingesetzt wenien 
k(kmen. 
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